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1 UVOD  
Mikrobi so najbolj številčna oblika življenja na našem planetu. Njihova raznolikost je 
ogromna, sposobni so preživeti v najrazličnejših nišah, od izjemnega mraza, do izjemno 
visokih temperatur. Sposobni so se bili prilagoditi na skoraj vse različne okolijske pogoje, 
preživeti ter se razmnoževati. Vsi ti mikroorganizmi so del naših mnogih ekosistemov ter 
tvorijo zapletene medsebojne odnose v okolju. Med njimi velik del mikrobnih vrst, ki 
naseljujejo prst, kot so na primer bakterije in glive. Nekatere od gliv so sposobne tvoriti 
posebno obliko sobivanja, imenovano mikorizna simbioza, ki predstavlja veliko prednost, 
tako glivi, kot tudi njenemu rastlinskemu gostitelju (Pellegrin in sod., 2019). Mikoriza je 
simbiotski organ, ki se tvori med glivnimi hifami ter koreninskimi rastlinskimi celicami. To 
omogoča obojestransko menjavo hranil med obema partnerjema, saj hife bolj učinkovito 
vežejo vodo kot korenine. Rastlinam tako omogoča večji sprejem vode in večjo absorbanco 
hranil, glive pa od rastlin dobijo ogljik. Posledično lahko rastlina lažje preživi abiotski in 
biotski stres, kot na primer sušo, onesnaženje, ali napadi patogenih vrst (Sikes in sod., 2009).  
 
Dandanes, kljub mnogim novim tehnikam in tehnologijam, molekularni mehanizmi, na 
katerih temelji mikorizna simbioza, še vedno niso popolnoma znani. Z genskim kartiranjem in 
sekvenciranjem jim je uspelo identificirati gen, ki kodira receptorski protein PtLecRLK1 – 
Lektin tipa G, receptorju podobna kinaza, ki ima izjemen pomen pri poteku simbiotske 
interakcije med drevesom topolom, Populus in ektomikorizno glivo dvobarvno bledivko 
Laccaria bicolor. Sistem Populus – Laccaria se je izkazal za odličen sistem za preučevanje 
interakcij med rastlinami in ektomikoriznimi glivami, saj so na voljo referenčni genomi ter 
genetsko orodje, ne le pri drevesu Populus, ampak tudi pri glivi Laccaria bicolor. Odkritje 
gena PtLecRLK1 ima nadvse velik pomen pri razumevanju mehanizmov, ki so odgovorni za 
vzpostavitev simbiotičnih povezav med ektomikoriznimi glivami in njihovimi rastlinskimi 
gostitelji. Predvsem pomembno je, da so z odkritjem tega gena določili molekularno tarčo, ki 
je uporabna za inženiring koristnih mikoriznih odnosov pri rastlinah, ki drugače niso 
sposobne tvoriti mikorizne simbioze (Labbé in sod., 2019). 
1.1   NAMEN IN POVOD DELA  
Rastline in glive predstavljajo velik del našega planeta. Ker je mikoriza tako razširjena v 
naravi, me je zanimalo od česa je odvisno, da pride do take simbioze, kako se glive in rastline 
uspejo najti in združiti hife in korenine. Predvidevam, da so za potek mikorize potrebne 
posebne signalne molekule ter geni. 
 
Namen te diplomske naloge je natančnejše predstaviti ektomikorizno simbiozo ter 
molekularne mehanizme, potrebne za njeno vzpostavitev. Ugotovila sem, da je še mnogo 
neznanega ter veliko vprašanj o delovanju in pomenu vseh vpletenih molekul in mehanizmov. 
Raziskava, ki sem jo preučila, opisuje odkritje in validacijo gena, odgovornega za nastanek 
Dimnik Ž. Molekularni mehanizmi mikorizne simbioze. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
2 
mikorize med glivo Laccaria bicolor in drevesom Populus trichocarpa. Svojo hipotezo so 
preverili z vstavitvijo gena v rastlino Arabidopsis thaliana, ki sama po sebi ni sposobna tvoriti 
mikorize z L. bicolor. Po vstavitvi gena pa je pridobila zmožnost tvorjenja te posebne vrste 
simbioze.  
2 VRSTE MIKORIZE TER NJIHOV POMEN 
Okoli 50,000 glivnih vrst je sposobnih tvoriti mikorizo s približno 250,000 vrst rastlin (van 
der Heijden in sod., 2015). Obstaja kar 7 tipov mikorizne simbioze, ki se razlikujejo v 
strukturah in po tem s koliko rastlinskimi gostitelji lahko tvori gliva mikorizo. Najbolj 
razširjena oblika je arbuskularna mikoriza. Glive iz te skupine spadajo pod deblo 
Glomeromycota. V gozdovih najbolj prevladuje ektomikorizna simbioza. Večina 
ektomikoriznih gliv spada pod deblo Basidiomycota oziroma prostrotrosnice 
(bazidiomikotine), a nekaj vrst spada pod deblo Ascomycota oziroma zaprtotrosnice 
(askomikotine). Poznamo še erikoidno mikorizo, ki se pojavlja v sodelovanju z trajnimi 
grmovnicami, kot sta na primer borovnica in brusnica ter glivo Rhizoscyphus ericae. Poznamo 
še ektendomikozio, monotropoidno, orhidejsko in arbutoidno mikorizo (Pellegrin in sod., 
2019). 
 
Gozdni ekosistemi so zelo zanimivi, tako zaradi ščitenja okolja, kot tudi zaradi ekonomskega 
vidika. Zanimanje budijo pa tudi znanstvenikom, saj so mešanica velike raznolikosti dreves in 
ostalih rastlinskih, živalskih, glivnih in mikrobnih vrst. Gozdovi z izvajanjem fotosinteze 
proizvajajo kisik, hrkati pa tudi porabljajo ogljikov dioksid iz zraka, potrebni pa so tudi za 
kvaliteto vode, pridobivanje lesa ter za preprečevanje erozije tal. Poleg tega pa so tudi dom 
mnogim živalim vrstam. Gozdni ekosistemi imajo hkrati tudi ogromno vlogo pri 
preprečevanju globalnega segrevanja (Hanewinkel in sod., 2013). Mikorizne glive imajo zato 
tudi izjemno pomembno vlogo, saj preraščajo velika območja ter s svojim micelijem 
povezujejo korenine dreves med seboj (Pickles in Simard 2016). S tvorjenjem mikorize pa 
omogočajo boljšo rast in uspevanje rastlinskih vrst in samih sebe. Okoli 6000 drevesnih vrst 
lahko tvori simbiozo z ektomikoriznimi glivnimi vrstami (van der Heijden in sod., 2015). 
Ektomikorizne glive se močno razlikujejo od ostalih mikoriznih gliv, saj tvorijo drugačno 
simbiotsko strukturo, ki se imenuje Hartigova mreža, ki pomeni medcelični preplet hif na 
površini korenine (Pellegrin in sod., 2019). 
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Slika 1: Prikaz Hartigove mreže in rasti ektomikoriznih gliv (Sharma, 2017). 
3 RAZLIKE PRI TVORBI ARBUSKULARNE MIKORIZE IN EKTOMIKORIZE 
Do mikorize lahko pride če sta oba, gliva in rastlinski gostitelj, sposobna proizvajati, 
zaznavati in prepoznavati signalne molekule drug drugega. Tako lahko gliva prepozna 
potencialnega rastlinskega partnerja. Iskanje signalnih molekul gostitelja, ki lahko stimulirajo 
kalitev spor glive in razvejanost hif proti rastlinskim koreninam, je privedlo do identifikacije 
majhnega števila spojin, ki tem pogojem ustrezajo (Pellegrin in sod., 2019). 
 
Strigolaktoni so signalne molekule v rizosferi ter so derivati karotenoidov. Njihova vloga je 
zaviranje razvejanja stranskih poganjkov in so nadvse pomembni za razvoj korenin. 
Strigolaktoni imajo vlogo tako v pred simbiotični fazi, kot tudi v kasnejših stopnjah 
arbuskularne mikorize. Analize razpoložljivih rastlinskih genomov in transkriptomov so 
pokazale, da vse analizirane rastline vsebujejo gene, ki so potrebni za proizvodnjo 
strigolaktona (Garcia in sod., 2015). Do zdaj niso opazili nobenega učinka strigolaktonskega 
analoga GR24 niti na rast gliv, niti na razcepljanje hif pri ektomikoriznih glivah (Steinkellner 
in sod., 2007). 
 
Arbuskularne mikorizne glive in Rhizobia bakterije, ki so sposobne tvoriti nodule, nastajajo 
ob zaznavanju rastlinskih flavonoidov oziroma strigolaktonov ter tvorijo Myc in Nod faktorje 
(Maillet in sod., 2011). V ektomikoriznih glivah pa zaenkrat še niso identificirali kakršnihkoli 
podobnih faktorjev. Sklepamo lahko, da čeprav so rastlinske signalne molekule, kot so 
flavonoidi in strikolaktoni, pomembne za Rhizobiumlegumes in arbuskularne mikorizne glive, 
ter njegove interakcije z gostitelji, nimajo enakega vpliva na ektomikorizne glive. Katere 
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signalne molekule za pred simbiotsko fazo so pomembne za to vrsto mikorize je v glavnem še 
neznano (Pellegrin in sod., 2019). 
4 TVORBA EKTOMIKORIZNIH IN GLIVNIH SIGNALIH MOLEKUL 
Zaradi direktnega kontakta hif in korenin se, zaradi bližine hif ter molekul, ki jih oddajajo, 
močno spremeni razvoj korenin, da se kasneje lažje tvori ektomikorizna simbioza. Predvsem 
se sprožijo signali za razrast stranskih korenin, medtem, ko je rast glavne korenine 
zaustavljena (Vayssieres in sod., 2015). 
 
Stimulacijo rasti stranskih korenin so raziskovalci zaznali tudi v rastlinah, ki niso zmožne 
tvoriti simbiozne mikorize z L.bicolor, kot na primer A. thaliana (Felten in sod., 2010). To 
kaže na to, da gliva proizvaja določene snovi, med njimi tudi hlapne, ki jih nato rastlina zazna 
in sprejme kot signalne molekule. Veliko ektomikoriznih gliv sprošča hlapne snovi, kot so na 
primer seskviterpeni, in hormone kot avksin IAA, etilen in citokinin. S tem stimulirajo razrast 
stranskih korenin. Večja površina stranskih koreninic pomeni večjo in bolj učinkovito 
kolonizacijo le teh. Hormona etilen in jasmonska kislina delujeta kot negativna regulatorja za 
nastanek mikorizne simbioze (Plett in sod., 2014b), vendar če sta dodana eksogeno, potem 
inducirata razvoj stranskih korenin (Sun in sod., 2009). 
 
Ko se vzpostavi kontakt med hifami in stranskimi koreninami rastline, začnejo hife rasti 
znotraj apoplasta kortikalnih celic in pričnejo formirati Hartigovo mrežo. V tej fazi imajo 
fitohormonske povezave vlogo rasti in razvoja korenin, imunosti in homeostaze hranil. Tako 
patogene glive kot tudi simbiozne glive, napadajo hormonske poti rastlin. To naredijo z 
produkcijo ekstracelularnih proteinov ali s tvorbo hormonov, ki so podobni rastlinskim (Shen 
in sod., 2018). 
4.1  VLOGA AVKSINA 
Avksin (indol-3-ocetna kislina –IAA), je ena izmed glavnih snovi, ki regulirajo različne faze 
mikorize, od samega nastanka do razvoja stranskih korenin (Nibau in sod., 2008). Glivni 
avksin ima pomembno vlogo, kot signalna molekula, da spodbudi razvoj ektomikorize 
(Felten in sod., 2010;). Sintetizira se v hifah v bližini korenin, nato se izloča in prenaša v 
koreninske celice, kjer se sproži signaliziranje avksina rastlinskega gostitelja. Povečano 
izražanje avsksina v rastlinah povzroči zaustavitev rasti glavne korenine in spodbuja 
razraščanja stranskih korenin (Vayssieres in sod., 2015). V zgodnjih fazah mikorize je 
opazno močno razvejanje, kar omogoča večjo verjetnost, da se glivne hife in rastlinske 
korenine srečajo. Raziskave kažejo povečan nivo avksina v že vzpostavljenih in starejših 
ekomikoriznih povezavah med Populus trichocarpa in Laccaria bicolor. V kasnejših fazah 
pa je avksin pomemben predvsem zato, da se lahko tvori Hartigova mreža (Krause in sod., 
2015). 
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Med razvojem ektomikorizne simbioze se spreminjajo transport, signaliziranje in 
metabolizem avksina. Predvsem je povečan nastanek aminokislin (Vayssieres in sod., 2015). 
Medsebojno delovanje med Pisolithus tinctorius in hrastovimi koreninami je povzročilo 
indukcijo biosinteze avksina in genov, povezanih z njegovo signalizacijo (Sebastiana in sod., 
2014), a se je v kasnejših fazah interakcije izkazalo, da so avksinski transporterji in faktorji 
transkripcije, ki se odzivajo na avksin, zavrti. To nam pove, da je avksin predvsem 
pomemben le v zgodnjih fazah vzpostavitve mikorize (Tarkka in sod., 2013). Vayssieres in 
sod. (2015) so predlagali naslednji delovni model: 
1. S pomočjo delnega glivnega vnosa avksina IAA, bi lahko v koreninskih vršičkih 
naredili okolje, ki je bogato z avksinom, 
2. Ob sprožitvi signalne poti avksina, bi posledično nastalo več stranskih korenin, 
3. Vpliv koncentracije IAA na aminokisline bi se povečal, 
4. Del odzivov na avksin bi bilo zatrtih v zrelih oziroma starejših koreninah L. bicolor-
Populus ektomikoriznega sistema s čimer bi dokazali bodisi rastlinsko avtoregulacijo 
signala za avksin, bodisi delovanje glivnega proteina (Vayssieres in sod., 2015). 
4.2   VLOGA ETILENA 
Etilen je majhen in hlapen rastlinski hormon, ki zlahka prehaja skozi membrane in lahko celo 
vpliva na njihovo integriteto. Etilen vpliva na številne razvojne procese, kot so zorenje plodov 
ali odpadanje listov. Ker je sintetiziranje etilena povečano v poškodovanih tkivih, lahko 
aktivira biosintezo nekaterih obrabnih mehanizmov (Wink 1997). 
 
Glivni etilen je predvsem pomemben v začetnih fazah razvoja mikorize ter sodeluje z 
rastlinskim avksinom, da skupaj stimulirata nastanek stranskih korenin. Rastlinski etilen ni 
tako potreben v začetnih fazah mikorize, je pa nujen, da omejuje rast hif znotraj koreninskega 
tkiva ter vzdržuje kompozicijo rastlinske celične stene (Plett in sod., 2014b). Vloga etilena je 
lahko odvisna tudi od rasti in okužbe. Etilen dokazano, zavira tvorbo Hartigove mreže v 
poznih fazah kolonizacije gliv, vendar ne v začetnih stopnjah nastajanja ekotnomikoriznega 
plašča. Vendar pa natančnejša vloga etilena v razvoju simbioze še ni dognana (Pellegrin in 
sod., 2019). 
4.3   VLOGA JASMONSKE KISLINE 
Jasmonska kislina in njeni derivati (skupaj imenovani jasmonati) igrajo pomembno vlogo pri 
rastni in razvojni dejavnosti rastlin, ki vključujejo plodnost, razvoj cvetov in plodov, rast 
korenin, staranje in sekundarni metabolizem. Prav tako so jasmonati bistvene signalne 
molekule pri stresnih odzivih, kot so rane in v obrambi pred napadi žuželk in patogenov 
(Mihaljević in sod., 2019).  
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Tretiranje korenin drevesa P. trichocarpa z jasmonsko kislino povzroči drastično zmanjšanje 
rasti hif glive L. bicolor v koreninskem tkivu, a na nastanek in formacijo plašča ne vpliva 
(Plett in sod., 2014b). V koreninskih vršičkih, kjer se je že vzpostavila ektomikoriza se 
vsebnost jasmonske kisline zmanjša v primerjavi s koreninami drevesa, kjer ni mikorize 
(Populus tremula x Populus alba) (Luo in sod., 2009). Ena izmed vlog jasmonske kisline in 
etilena je ustavljanje prekomerne kolonizacije gliv na koreninah. Skupaj regulirata ustrezno 
preoblikovanje celične stene ter poskrbita za ustrezno obrambo (Plett in sod., 2014b). 
Ektomikorizne glive upravljajo obrambni sistem rastline in lokalno oslabijo imunski sistem 
rastline. Nekatere simbiozne glive kot tudi patogene glive uporabljajo posebne ekstracelularne 
proteine za kontroliranje vpliva teh hormonov. Ti proteini se skupno imenujejo efektorji 
(Shen in sod., 2018). 
4.4   VLOGA EKSTRACELULARNIH PROTEINOV 
Mikorizne glive izločajo majhne beljakovine, da upravljajo s fitohormonskimi signalnimi 
potmi, rastlinsko imunsko obrambo ali pa spreminjajo strukturo bodisi rastlinskih bodisi 
glivnih celičnih sten. Obstajajo tudi raziskave, ki kažejo na to, da ekstracelularni proteini 
opravljajo tako simbiotske funkcije kot tudi nesimbiotske, na primer v sapotrofnih glivah 
(Dore in sod., 2015). 
 
Ko so znanstveniki prvič analizirali genoma L. bicolor  in P. trichocarpa, so odkrili 20 genov, 
ki imajo med simbiozo povečano regulacijo. Od teh dvajsetih genov, jih pet kodira majhne 
ekstracelularne proteine (SSPs – small secreted proteins) (Martin in sod., 2008). Postavili so 
hipotezo, da so te proteini lahko efektorji za simbiozo. Zaradi njihove velikosti in povečane 
regulacije med simbiozo so jih poimenovali MiSSPs (mycorrhiza-induced small secreted 
proteins) (Win in sod., 2012). Ti geni (kot npr. MiSSP7), se izločajo iz celic glive L. bicolor, 
vstopajo v gostiteljsko rastlinsko celico ter se vključijo v jedro. Znotraj jedra MiSSP7 
stabilizira rastlinski protein PtJAZ6, ter omogoči, da se ta protein ne začne razgrajevati ob 
prisotnosti jasmonske kisline. Tako je transkripcija tarčnih genov zavrta (Plett in sod., 2011). 
JAZ proteini so negativni regulatorji signalne poti jasmonske kisline. Ko se ta enkrat 
proizvaja se JAZ proteini začnejo razgrajevati (Wager in Browse 2012).  
 
Vloga teh ekstracelularnih glivnih encimov je sodelovanje pri preoblikovanju rastlinske 
celične stene med vzpostavljanjem ektomikorizne simbioze (Zhang in sod., 2018). Raziskave 
poudarjajo vlogo ekstracelularnih proteinov pri ohranjanju tako rastlinskih kot tudi glivnih 
celičnih sten, da se lahko ohranja simbioza. Poleg ohranjanja nepoškodovane celične stene pa 
je pomembno tudi, da nadzorujejo in preprečijo sprožitev imunskih odzivov (Pellegrin in sod., 
2019). Pri primerjavi ekspresije MiSSP genov v glivi L. bicolor v medsebojni interakciji s P. 
trichocarpa (kritosemenke) in s Pseudotsuga menziesii (golosemenke), so odkrili jedrni 
regulon in spremenljiv regulon MiSSP (Plett in sod., 2014b). 
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Spremenljivi regulon lahko pojasni specifičnost gostitelja. Hkrati je proteomska analiza 
micelija L. bicolor, razkrila, da gliva izloča tako encime in proteaze, ki razgrajujejo celično 
steno, kot tudi devet izločenih proteinov (Vincent in sod., 2012).  
 
Računalniška analiza genoma glive Hebeloma cylindrosporum in proteomske raziskave 
micelija, so omogočile identifikacijo 869 ekstracelularnih proteinov. Nekateri od njih imajo 
povečano regulacijo med simbiozo, a je kar 28% teh proteinov izraženih v miceliju, ki ni vpet 
v mikorizo (Dore´ in sod., 2015). 
5 RAZISKOVANJE SISTEMA L. bicolor - P. trichocarpa 
Kot že omenjeno, so načini delovanja molekularnih mehanizmov na katerih temeljijo 
ektomikorizne interakcije slabo razumljeni, kljub temu, da je bil v zadnjih letih dosežen 
napredek. Podobno velja tudi za druge mikorizne sisteme. Da bi lahko znanstveniki čim 
hitreje in lažje prišli do novih odkritij, so začeli spremljati potek mikorize vrstno specifično. 
Tako so odkrili, da L. bicolor raje ter bolj kolonizira Populus trichocarpa kot pa sorodno 
vrsto Populus deltoides (Labbé in sod., 2019). 
 
Da so preizkusili te hipoteze, so znanstveniki analizirali lokuse, ki vplivajo na kvantitativne 
lastnosti (QTL), ki so bili že predhodno identificirani v populaciji Populus 54B F1 med 
kolonizacijo L.bicolor. Več fenotipskih nizov podatkov iz študije s QTL je pokazalo 
bimodalne porazdelitve, ki kažejo na veliko združevanje QTL v populaciji. Preizkus je 
vključeval štiri genomske regije v razponu od 1,7 do 15 Mb pri skupinah I, II, III in XI, ki so 
jih identificirali v treh med seboj neodvisnih poskusih  (Labbé in sod., 2019). 
 
Kasneje so znanstveniki z genotipizacijo, z uporabo polimorfizmov posameznih nukleotidov 
(SNP), dveh starševskih linij in 299 potomcev iz rodovnika Populus 54B, izboljšali ločljivost 
QTL, in pridobili 1.744 združenih SNP z manj kot 5% manjkajočih podatkov. Od tega je bilo 
677 SNP- jev uspešno vključenih v genetsko karto. Na podlagi številnih analiz in kartiranja 
QTL so potrdili dva od štirih že prej identificiranih QTL-ov. Največji prispevek je imel QTL 
na kromosomu XI, ki omogoča razlago do 71% fenotipske variacije v treh različnih poskusih 
(Labbé in sod., 2019). 
 
Znanstveniki so, na podlagi segregacije markerjev ugotovili, da pomemben tarčni alel izhaja 
iz P. trichocarpa. Na osnovi referenčnega enoma za Populus , so lahko razčlenili QTL na 
kromosomu XI na območje, ki vsebuje tandemsko ponavljajoče se receptorju podobne 
kinazne gene. Ta QTL interval so natančno kartirali s 27 PCR sondami, ki so zaznavale  
polimorfizme insercije ali delecije (indel mutacije) v tej regiji. Nato so vsak lokus testirali pri 
20 genotipih P. trichocarpa in 60 P. deltoides. Od 27 lanaliziranih okusov so odkrili dve indel 
mutaciji pri enem samem lokusu, POPTR_0011s13000 v.2.2 (znan tudi kot Potri.T022200 
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v.3.0). Ta mutacija je bila odsotna pri vseh genotipih vrste P. deltoides, in prisotna pri vseh 
genotipih vrste P. trichocarpa, kar kaže na močno vrstno specifičnost (Labbé in sod., 2019). 
 
Obseg strukturnih sprememb v tem lokusu so ocenili tako, da so oblikovali šest začetnih 
nukleotidov, ki segajo v območja kodirajočih regij in promotorjev. PCR analiza je potrdila, da 
ta lokus ni prisoten v nobenem od 60 testiranih genotipov vrste P. deltoides. Odkrili so, da je 
sekvenca tega lokusa ohranjena preko 917 P. trichocarpa genotipih. Analiza združitev v 
populaciji 54B F1 je tudi potrdila enako lokacijo teh indel mutacij z določitvijo QTL-a na 
vezni skupini XI (LGXI) obsežna analiza pa je pokazala, da imajo potomci, ki imajo ta gen, 
dvakrat večjo stopnjo kolonizacije v primerjavi s tistimi, ki ga nimajo. To jasno kaže na to, da 
je ta lokus verjetno podvržen selekciji, specifičen za posamezno vrsto in da ima 
POPTR_0011s13000 pozitivno vlogo pri simbiozi Populus – L.bicolor (Labbé in sod., 2019). 
 
Rezultati raziskave so skladni s prejšnjimi raziskavami, kjer je bila ekspresija 
POPTR_0011s13000 zmanjšana zaradi prekomerne ekspresije encima 1-aminociklopropan-1-
karboksilna kislina oksidaza, kar je povzročilo drastično zmanjšanje globine in razvejanosti 
Hartigove mreže, ki jo tvorijo ektomikorizne glive. Poleg tega pa se je v transkriptomski 
študiji pokazalo tudi, da je prepis POPTR_0011s13000 povečan v glivi L. bicolor v 4. tednu 
po inokulaciji. Analiza z reverzno transkripcijo PCR (RT-PCR) pa je potrdila indukcijo 
POPTR_0011s13000 transkripcije z inokulacijo L. bicolor (Labbé in sod., 2019). 
5.1   ODKRITJE GENA PtLecRLK1 IN ANALIZA TRANSGENA A. thaliana 
Funkcionalna anotacija lokusa POPTR_0011s13000 je razkrila lecRLK tipa G, ki ga bom v 
nadaljevanju imenovala PtLecRLK1, ki spada med beljakovine in sicer receptorju podobne 
kinaze. Vključen je v regulacijo razvoja rastlin, stresnih odzivov in prirojene imunosti. 
Znanstveniki predvidevajo, da PtLecRLK1 vsebuje zunajcelično domeno, ki jo sestavljajo 
domena G-lektina, domena S-lokusa glikoproteina, transmembranska domena in domena 
znotrajcelične serin / treonin protein kinaze. Poleg tega pa se na N- terminalnem koncu nahaja 
hidrofobni segment 22 aminokislin, ki potencialno deluje kot signalni peptid. Glede na vsa ta 
opažanja so želeli potrditi vlogo PtLecRLK1 pri kolonizaciji korenin s heterolognim 
izražanjem pri vrsti A. thaliana, ki je ne-gostiteljska vrsta za L. bicolor (Labbé in sod., 2019). 
 
Z uporabo transgenih rastlin vrste A. thaliana, ki izražajo 35S: PtLecRLK1-GFP, so zaznali 
fluorescenčni signal zelenega fluorescentnega proteina (GFP) v periferiji celice. Po plazmolizi 
koreninskih epidermalnih celic 35S: transgenih rastlin PtLecRLK1-GFP je bil zaznan 
fluorescenčni signal GFP v predvsem v citosolu. Iz tega so sklepali, da je potencialno 
induciran-endocitni proces proteina PtLecRLK1 v osmotskih pogojih, saj so predvidevali, da 
protein PtLecRLK1 vsebuje transmembranski motiv. Morfološko gledano, se transgene linije 
vrste A. thaliana, ki so konstitutivno izražale PtLecRLK1, niso razlikovale od divjega tipa A. 
thaliana Columbia-0 (Col-0) (Labbé in sod., 2019). 
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V primeru prisotnosti glive L. bicolor na koreninah transgenih rastlin, pa so ugotovili, da je ta 
popolnoma zaobjela koreninske vršičke ter tvorila plašč. Vse to kaže na nastanek in začetek 
formacije ektomikorizne simbioze (slika 2b). V koreninah kontrolnih rastlin pa ni bilo opaziti 
nobene tvorbe, ki bi nakazovala na simbiotsko zvezo (slika 2b), čeprav so bili pogoji enaki. 
Vse rastline A. thaliana, tako transgene kot divji tip, so bile kultivirane z L. bicolor na mediju 
z manj sladkorja, kar spodbuja medsebojne interakcije glivnih hif in rastlinskih koreninskih 
vršičkov (Labbé in sod., 2019). 
 
Ti rezultati kažejo, da je mogoče kolonizirati korenine, oziroma spodbuditi mikorizno 
simbiozo, tudi pri rastlinah, ki niso naravni gostitelji L. bicolor, v kolikor jim vstavimo gen za 
PtLecRLK1. Pri tvorbi stranskih korenin, sta se transgena in kontrolna rastlina A. thaliana 
obnašali zelo podobno, kljub inokulaciji z L. bicolor. Celoten proces tvorbe je neodvisen od 
kolonizacije korenin in funkcionalne simbioze. Da so lahko natančno označili kolonizacijo 
korenin in z njimi povezane glivne strukture, so najprej razrezali ter nato obarvali mikorizne 
korenine tako iz A. thaliana 35S:PtLecRLK1 transgenih rastlin kot tudi korenine divjega tipa 
Col-0, ki so jih gojili skupaj z L. bicolor. Z mikroskopiranjem 35S: PtLecRLK1 so potrdili 
nastanek glivnega plašča, ki obdaja korenino in penetracijo hif med koreninskimi celicami ter 
tvorbo strukture Hartigove mreže. Nič od tega pa niso zaznali v divjem tipu A. thaliana 
(Labbé in sod., 2019). 
 
Slika 2: Ko-kultivacija gliva L. bicolor in A. thaliana divjega tipa (Col-0) ter transgene rastline, ki izraža gen 
PtLecRLK1 z. a, slika prikazuje divji tip Col-0 (levo) in 35S:PtLecRLK1 transgeno linijo (desno), ki rasteta pod 
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istimi pogoji. b, prikaz korenin zgoraj opisanih rastlin; c, mikroskopska opazovanja prečnega prereza korenine 
ter  zgoraj opisanih rastlin, v ko-kultivaciji z glivo L. bicolor. H – hife, CC – kortikalna koreninska stena, PH – 
prodirajoča hifa, M – micelij (Labbé in sod., 2019). 
Za vzpostavitev ektomikorizne simbioze so potrebni številni usklajeni procesi, ki vodijo k 
razvoju novih glivičnih ali rastlinskih gostiteljskih struktur. Takšne spremembe zahtevajo 
usklajeno delovanje med gostiteljem in njegovim simbiontom z izmenjavo različnih signalnih 
molekul. Pri ektomikoriznih glivah je bilo najdenih več sto simbiotsko reguliranih genov v 
povezavi z njihovimi gostitelji. S analizno transkriptomiko različno izraženih genov v divjem 
tipu Col-0 in 35S: PtLecRLK1 transgenih linijah z ali brez inokulacije z L. bicolor, so 
ugotovili, da je zaradi inokulacije L. bicolor v Col-0 prišlo do povečane regulacije devetih 
genov, povezanih z obrambo rastline, pri transgenih linijah PtlecRKL1 pa se je to zgodilo pri 
le dveh genih. Zanimivo je, da je zaradi inokulacije L. bicolor v transgenih rastlinah 35S: 
PtLecRLK1 prišlo do manjšega izražanja 24 genov, povezanih z obrambo, pri kontrolnih 
rastlinah Col-0 pa se je to zgodilo pri le enem genu. Relativno majhno število obrambnih 
genov, odkritih v tej raziskavi, je verjetno posledica tako metode inokulacije (torej 
neposrednega stika med hifami L. bicolor in korenino na začetku inokulacije) in seveda tudi 
relativno kratkega časa inokulacije (Labbé in sod., 2019).  
 
Inokulacija A. thaliana divjega tipa Col-0 z L. bicolor je sprožila tudi spremembe pri številnih 
metabolitih, vendar so bile te spremembe v transgenih rastlinah A. thaliana, z izraženim 
PtLecRLK1, manjše. Zaradi vpliva L. bicolor so se v divjem tipu A. thaliana sprožili obsežni 
obrambni odzivi. Zanimivo je, da se je v transgenih rastlinah zgodilo ravno obratno, saj so bili 
ti odzivi močno zmanjšani. Podobno so znanstveniki opazili že pri preizkusu z 
nekompatibilnim gostiteljem P. delotoides ter z kompatibilnim P. trichocarpa. P. delotoides 
ne tvori mikorizne simbioze z L. bicolor, zato je rastlina posledično povečala izražanje 
metabolitev, namenjenih obrambi, medtem ko pri P. trichocarpa ni prišlo do takega odziva. 
Razlika je seveda tudi, da se tudi metaboliti, namenjeni obrambi, razlikujejo med izbranima 
vrstama A. thaliana in P. trichocarpa. V rastlinah divjega tipa ter tudi v transgenih rastlinah, 
se je zaradi vpliva glive L. bicolor znižalo izražanje aminokislin, organskih kislin ter 
maščobnih kislin. Pojav se prepisuje drugačni porazdelitvi ogljika (Labbé in sod., 2019). 
 
V obeh Populus - L. bicolor interakcijah in tudi v transgenem A. thaliana – L. bicolor sistemu 
so ugotovili, da je za medsebojno delovanje rastlin in gliv izjemno pomemben G-tip lektin 
receptorju podobna kinaza. Receptorjem podobne kinaze uravnavajo zaznavanje patogenov. 
Tu so odkrili, da PtLecRLK1 deluje kot ključni regulator, ki omogoča kolonizacijo korenine z 
glivo L. bicolor. To odkritje razkriva vlogo rastlinskega lecRLK v mikorizni simbiozi in 
prikazuje pomen tega proteina v medsebojnih rastlinskih in mikrobih interakcijah, kar pomeni 
da je oblikovanje simbioze gostitelj-mikrob, možno tudi v organizmih, ki drugače niso 
zmožni biti gostitelji. Zlasti PtLecRLK1 je zelo perspektivna tarča za zasnovo mikorizne 
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simbioze na gospodarsko pomembnih kulturah, saj bi tako lahko izboljšali pridobivanje vode 
in hranil rastlinam, predvsem v deželah v razvoju (Labbé in sod., 2019). 
6 METODE 
6.1   IDENTIFIKACIJA MUTACIJ  
Pregledali so genom P. trichocarpa in dva genoma P. deltoides, da so identificirali in potrdili 
polimorfizme insercije in delecije na kromosomih I in XI ter oblikovali začetne nukleotide za 
PCR. Začetni nukleotidi, ki omogočajo podvojevane pričakovanega zaporedja, prisotnega v P. 
trichocarpa in odsotnega v genotipih vrste P. deltoides, so nato uporabili za pregled 60 
genotipov P. deltoides. Poleg tega sta bili pregledani še dve starševski liniji in 299 potomcev 
iz  rodovnika 54B. Izbranih je bilo 27 parov začetnih nukleotidov, s katerimi so pomnoževali 
regije, ki so zajemale polimorfizme PCR produkti so bili velikosti od 100 do 1.000 baznih 
parov (Labbé in sod., 2019). 
6.2   GENOTIPIZACIJA IN GENETSKO KARTIRANJE. 
Sekvenčna Zbirka za rod Populus je bila uporabljena za genotipizacijo dveh starševskih linij 
in 299 potomcev iz rodovnika 54B. Za genotipizacijo mutacijskih insercij in delecij so 
uporabili zgoraj opisane začetne nukleotide za pomnoževanje DNK iz ciljnih genotipov. 
Elektroforeza je potekala pri 80 V za 30 minut na 1,5–2,0% agaroznem gelu. Po validaciji 60 
rastlin P. deltoides, so bili le pozitivni PCR produkti sekvencirani. Vse sekvence istega lokusa 
so bile usklajene s programom Mega 4.1 (ref. 26). Za izdelavo genske karte so uporabili 
JoinMap 3.0. Uporabili so indele, ki so bili vrstno specifični in 1744 združenih SNP. Funkcijo 
Kosambi (za kartiranje) so uporabili za pretvorbo rekombinacijskih frekvenc v centiMorgane 
(cM). Pri izdelavi karte so bili uporabljeni samo markerji z največjo skladnostjo (Labbé in 
sod., 2019) 
6.3   PCR GENOTIPIZACIJA PtLecRLK1 
Šest začetnih nukleotidov, ki obsegajo promotor, kodirajoče ali intronske regije gena 
PtLecRLK1, so uporabili v PCR reakcijah, da bi preverili prisotnost oziroma odsotnost gena v 
20 P. trichocarpa in 60 P. deltoides genotipih (Labbé in sod., 2019). 
6.4   PRIPRAVA TRANSGENIH RASTLIN A. thaliana 
Kodirano zaporedje 2,220-bp Nisqually-1 Potri. T022200 v.3.0 (PtLecRLK1) je bilo 
sintetizirano in klonirano v pUC57 z GenScript USA. Sintetizirana DNK (20 pg) je bila 
uporabljena kot podloga za pomnoževanje lokusa Potri.T022200 CDS z brez stop kodona s 
Phusion High Fidelity DNA polimerazo (Thermo Fisher Scientific). Produkti PCR so bili 
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klonirani v vektor pENTR / D-TOPO (Thermo Fisher Scientific), nastale plazmidne DNA pa 
so sekvencirali. Nato so kodirajoče zapordje PtLecRLK1 v pENTR vektorju prenesli v 
binarne ciljne vektorje pGWB402Ω in pGWB405. Sev Agrobacterium tumefaciens GV3101 
(pMP90) so transformirali z binarnimi rastlinskimi plazmidi namenjeni ekspresiji in ga 
uporabili za preoblikovanje A. thaliana t. tipa Col-0. Semena transformiranih T1 
posameznikov, so najprej površinsko sterilizirali in tretirali pri nižjih temperaturah (2 dni pri 
4°C) na ½ Murashige in Skoog (MS) gojišču, z dodanim 0,8% (m / v) agarja in dopolnili z 
1% (w / v) saharoze, 100 μg ml -1 kanamicina in 100 μg ml -1 cefotaksima (Labbé in sod., 
2019). 
 
Za nadaljnje študije sta bili izbrani dve neodvisni liniji, in sicer divji tip Col-0 A. thaliana in 
transgena A. thaliana. Ekspresijo transgena PtLecRLK1 so potrdili z RT-PCR. Skupna RNA 
je bila izolirana iz listov 14 dni stare transgene rastline A. thaliana z uporabo Invisorb Spin 
Plant Mini Kit (STRATEC Molecular GmbH). Skupna RNA (500 ng) je bila obratno 
prepisana z uporabo oligo (dT) in kompleta za sintezo cDNA First Strand RevertAid (Thermo 
Fisher Scientific). RT-PCR so izvedli z uporabo 2 × DreamTaq Green PCR Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific) v skupnem volumnu 25 μl, vključno z dopolnilnim modelom 
DNK, ki ustreza 25 ng skupne RNA in 1 μM vsakega začetnega nukleotida. Uporabljeni so 
bili naslednji pogoji: začetna denaturacija 2 min pri 95 ° C, nato 30 ciklov 20 s pri 95 ° C, 20 
s pri 57 ° C in 2,5 min pri 72 ° C, s končnim podaljšanim korakom 7 min pri 72 ° C. 
Pomnoževanje AtACTIN8 (At1g49240) je služilo kot kontrola (Labbé in sod., 2019). 
6.5   RASTLINSKE IN GLIVNE KULTURE 
Prostoživeče micelije izolata L. bicolor S238N so gojili 10 dni na agarskih ploščah, prekritih s 
celofanom (12 g l-1), ki so vsebovale Pachlewski medij P20. Za ko-kultivacijo gliv so 6 dni 
stare sadike A. thaliana divjega tipa Col-0 ali transgenih linij, ki izražajo PtLecRLK1, 
prenesli iz plošč z ½ MS na plošče P20 z ali brez glivnega inokuluma. Vse sadike so bile 
gojene pri 23 ± 1 ° C z 12 urnim obdobjem osvetljevanja (~ 125 μmol fotonov m − 2 s − 1). 
Za morfološki in anatomski test so uporabili najmanj 20 rastlin posameznega genotipa. V 
testu nastajanja stranskih korenin so kocke agarja, ki so vsebovale L. bicolor, postavili 
približno 1 cm stran od korenin na obeh straneh korena. Število stranskih korenin je bilo šteto 
6 dni po ko-kultiviranju (Labbé in sod., 2019). 
6.6   MIKROSKOPIRANJE 
Za oceno tvorbe Hartigove mreže in odkrivanje glivnih struktur so korenine razrezali in 
obarvali z UVitex 2B (Polysciences) ali Alexafluor 488-WGA (molekularne sonde) in 
propidijevim jodidom (Thermo Fisher Scientific). Konice korenin iz sadik A. thaliana 
(dolžina ~ 1 cm), ki so jih gojili z ali brez gliv 2 tedna, so čez noč pri 4 ° C fiksirali v 4% (m / 
v) paraformaldehidu v PBS (pH 7,0). Korenine so oprali v PBS in jih položili v 3% (m / v) 
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agaroze. Izsečki (20 μm) so bili pripravljeni z uporabo mikrotoma (RM2245, Leica 
Biosystems). Izsečke so obarvali v 1% (m / v) UVitex 2B ali Alexafluor 488-WGA in 20 mM 
propidijevega jodida v PBS za 2 minuti, zatem pa so jih sprali. Vse vzorce so pregledali s 
slikanjem z uporabo Zeiss konfokalne mikroskopije (Labbé in sod., 2019). 
7 ZAKLJUČEK 
Obstaja več vrst mikorizne simbioze, ki so različno razširjene po svetu. Celotno delovanje 
različnih mikoriz je zelo različno raziskano in razumljeno. Medtem, ko so pri nekaterih 
mikoriznih simbiozah, na primer pri arbuskularnih glivah, dokaj poznana natančnejša 
delovanja molekularnih mehanizmov ter potrebnih signalov za vzpostavitev mikorize, pri 
drugih ni tako. Pri ektomikoriznih glivah je kljub velikemu napredku še veliko neznanega. 
Zato so se raziskovalci poglobili v iskanje mehanizmov ter odgovornih genov, da bi bolje 
razumeli njeno delovanje. Zaradi primernosti in dostopnosti referenčnih genomov, so se 
odločili za sistem Laccaria bicolor – Populus trichocarpa. Z različnimi metodami, QTL-i, 
sekvenciranjem in genskim kartiranjem so odkrili lokus POPTR _0011s13000. Po 
funkcionalni anotaciji se je razkril gen, ki kodira receptorski protein PtLecRLK1, lektin tipa 
G, receptorju podobna kinaza. Vnesli so ga v rastlino A. thaliana, ki je tako izražala nov 
protein PtLecRLK1. A. thaliana v naravi ne tvori mikorize z L. bicolor in jo celo zaznava kot 
nevarnost. Gensko spremenjena rastlina A. thaliana z vnešenim genom za protein PtLecRLK1 
je po tretiranju korenin z glivo vzpostavila simbiozo, kar pomeni, da je bila vključitev 
PtLecRLK1 gena dovolj, da se je ustvarilo simbiotsko razmerje, kar tudi potrjuje njegovo 
izjemno pomembnost. Avtorji raziskave navajajo, da je to eden ključnih genov za sprožitev 
mikorize. To omogoča nadaljnje raziskave ter pomeni velik korak bližje razumevanju 
ektomikorizne simbioze. Tako je moč pričakovati še druge podobne raziskave, z drugimi 
ektomikoriznimi glivami, kar bi omogočilo umetno tvorjenje mikorize s kmetijskimi 
rastlinami in tako povečanje pridelkov. Lahko bi transgene rastline uporabljali v manj razvitih 
državah in omogočiti lažjo rast rastlin in boljšo dostopnost vode. Ima tudi potencial za razvoj 
bioenergetskih pridelkov. Po mojem mnenju gre za izjemen dosežek in odkritje. 
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